
















Abstract: We  investigated  the  anti‐Campylobacter  activity  of pinocembrin  and  its mechanism  of 
action, as well as Campylobacter responses to pinocembrin treatment at the genetic and phenotypic 
levels, using C. jejuni NCTC 11168 and a multidrug efflux system repressor mutant (11168ΔcmeR). 
At  its  minimal  inhibitory  concentration,  pinocembrin  significantly  increased  cell  membrane 
permeability of Campylobacter. Interestingly, at sub‐inhibitory concentrations, pinocembrin did not 
significantly  alter  membrane  functionality  and  it  increased  bacterial  fitness.  Treatment  with 
pinocembrin evoked decreased expression of ribosomal proteins and down‐regulation of several 
NADH dehydrogenase I chain subunits and proteins involved in iron uptake. This suggests altered 
protein production and  redox cycle and  iron metabolism.  Interestingly,  the chelation of Fe  ions 
during the treatment with pinocembrin increased C. jejuni survival, although there was no increase 










Campylobacteriosis was  the most  frequently reported zoonotic disease  in humans  in Europe 
over  last decade  [1]. Diarrhoeal disease  and  chronic  complications of Campylobacter  infection  are 
common, including reactive arthritis and Guillain‐Barré syndrome [2]. 
The  European  Centre  for Disease  Control  has  reported  increased  frequencies  of  antibiotic‐
resistant  pathogenic  bacteria  and  it  is  actively  encouraging  alternative  strategies  to  control 
Campylobacter  contamination  and  to  combat  infections  without  further  increases  in  bacterial 
resistance  [3].  Reduction  of  Campylobacter  jejuni  prevalence  would  decrease  the  risk  of  human 
exposure, which would have substantial positive impact on food safety and public health. Alternative 
approaches  for  prevention  of  Campylobacter  contamination  have  been  focused  on  the  use  of 
antimicrobials  of natural  origins. One  such product  is  the  5,7‐dihydroxyflavanone, pinocembrin, 




be part of a normal healthy diet.  It  is  commonly  found  in honey, propolis, and ginger  roots  [7]. 
Pinocembrin has a number of known pharmacological activities, including antibacterial activity [5,6]. 
However, its potential to inhibit Campylobacter has not been tested to date. 






















a model  strain of  intrinsic  resistance  [10]. Additionally,  two C.  jejuni NCTC  11168 mutants with 
disrupted cmeB and cmeF genes were also included in the study [9]. Cultures were stored at −80 °C, 





at  600  nm  (OD600)  and  addition  of  a  bacterial  viability  indicator  (BacTiter‐Glo  reagent; Promega 
Corporation, Madison, WI, USA) [14]. The MIC was the lowest concentration where no metabolic 
activity was observed after 24 h, on the basis of absence of a bioluminescence signal, measured using 
a microplate  reader  (Tecan, Mannedorf/Zurich, Switzerland)  [14]. Stock solutions of pinocembrin 
were  prepared  in  dimethyl  sulphoxide  (DMSO;  Sigma‐Aldrich,  St.  Louis,  MO,  USA).  The 
antimicrobial activity of pinocembrin was tested against C. jejuni NCTC 11168 and its efflux pump 






of  the  antimicrobial  effects.  All  of  the  MIC  measurements  were  carried  out  in  triplicate  with 
appropriate controls. 
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2.3. Time‐Kill Kinetics 
The  time‐kill  kinetics  were  determined  for  C.  jejuni  NCTC  11168  ΔcmeR  using  the  broth 































served  as  an  internal normalization  standard  for  calculation of  the  relative  fold‐changes  in gene 
expression, using the comparative threshold cycle method (ΔΔCt) [18]. 
2.6. Intracellular Oxidation 
The  level of  intracellular reactive oxygen species  (ROS) as a  result of  treatments with a sub‐
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For  the motility  assay, C.  jejuni NCTC  11168  and C.  jejuni NCTC  11168  ΔcmeR were grown 
overnight on Mueller‐Hinton agar and then re‐suspended in phosphate‐buffered saline to OD600 0.2. 












Statistical  analyses  were  carried  out  for  the  antimicrobial  assays,  intracellular  oxidation, 
oxidative  stress  reduction  by  iron  chelation,  and  intracellular  energy  metabolism  by  one‐way 




To  evaluate  the  anti‐Campylobacter  activity  of  pinocembrin  and  the  role  of  active  efflux  in 
Campylobacter resistance against pinocembrin, we determined  the MICs  for  the wild‐type C.  jejuni 
NCTC 11168 and  the  three knockout mutants of C.  jejuni NCTC 11168, with  the defective  efflux 
transporter genes cmeB and cmeF and transcriptional repressor cmeR. The antimicrobial activity of 
pinocembrin was moderate against C.  jejuni NCTC 11168 and weaker compared  to  the antibiotics 
ciprofloxacin  (MIC 0.062 μg/mL) and erythromycin (MIC 0.250 μg/mL), with a MIC of 64 μg/mL. 
When  tested  against  the  efflux  pump  mutants,  the  greatest  changes  in  the  susceptibility  to 









C. jejuni NCTC 11168  0.062  0.25  64 
C. jejuni NCTC 11168ΔcmeB  0.016  0.062  16 
C. jejuni NCTC 11168ΔcmeF  0.125  0.25  64 




(0.25  × MIC)  and  32  μg/mL  (0.5  × MIC),  at  the MIC  of  64  μg/mL,  and  at  the  supra‐inhibitory 
concentration of 128 μg/mL (2 × MIC). The survival of the ΔcmeR mutant was significantly decreased 
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by over 4 log units at the MIC after 24 h of incubation at 42 °C, in comparison to the untreated control, 
as  seen  from  the  growth  curves  shown  in  Figure  1.  With  the  treatment  of  the  double  MIC 












of 64 μg/mL, and at  the supra‐inhibitory concentration of 128 μg/mL  (2 × MIC). As expected,  the 
highest  pinocembrin  (i.e.,  supra‐inhibitory  concentration)  had  large  effects,  with  disruption  of 
membrane integrity almost complete within 2 h (p < 0.05). At the MIC of pinocembrin, the membrane 
permeability was  increased by 77%  compared  to  the untreated  culture  (p < 0.05). All of  the  sub‐
inhibitory pinocembrin concentrations significantly altered membrane permeability in comparison 
to the untreated control (Figure 2). 














mainly  involved  in  cell  processes  (23  genes), macromolecule metabolism  (19  genes),  and  small 
molecule metabolism (16 genes). 
The up‐regulated genes after pinocembrin  treatment were spread across 12 of  the  functional 
categories (Table 2, Supplementary Table S3), with most involved in small molecule metabolism (11) 
and macromolecule metabolism (10). For the small molecule metabolism, these genes were mostly 
involved  in:  energy  metabolism  (electron  transport,  aerobic  metabolism);  encoding  of  NADH 
dehydrogenase  I  (nuoN,  nuoK,  nuoL,  nuoH);  biosynthesis  of  co‐cofactors,  prosthetic  groups,  and 
carriers  (molybdopterin,  thiredoxin  trxA,  thiamine  moeB);  and  amino‐acid  biosynthesis  (serine 
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carbohydrates, organic acids, alcohols) and pathogenicity. Cj0864 and Cj1358c were the most down‐
regulated  genes, which  encode  a  putative  periplasmic  protein  (3.14‐fold  reduction),  and  a  nrfH 
putative periplasmic cytochrome C (2.73‐fold reduction), respectively. Among the genes involved in 
macromolecule metabolism  (9  genes),  five  ribosomal  proteins were down‐regulated  (rpsD,  rpsK, 
rpsM, rpsA, rpmG), with two of these at higher levels (rpsA, rpmG: from 2.74‐fold reduction to 2.87‐




transport  (nrfG,  nrfA,  iron  Sulphur  protein).  Interestingly,  the  highly  down‐regulated  aspartate 
ammonia–lyse protein (aspA) (3.05‐fold reduction) is involved in central intermediary metabolism, 





















1 Small molecule metabolism  16  11  5 
1.B Energy metabolism    6  4 
1.G Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups and 
carriers    4  0 
1.C Central intermediary metabolism    0  1 
1.D Amino acid biosynthesis    1  0 
2 Broad regulatory functions  2  2  0 
2.1 Signal transduction    2   
3 Macromolecule metabolism  20  10  9 
3.A Synthesis and modification of macromolecules    0  7 
3.B Degradation of macromolecules    1  0 
3.C Cell envelope    9  2 
4 Cell processes  23  12  11 
4.A Transport/ binding proteins    4  2 
4.E Protein and peptide secretion    1  0 
4.G Detoxification    3  0 
4.I Pathogenicity    4  7 
5 Other  3  1  2 
5.H Conserved hypothetical proteins    1  2 
6. Miscellaneous  9  8  1 




To  confirm  that  oxidative  stress  was  one  of  the  key  mechanisms  of  the  pinocembrin 
antimicrobial activity, as suggested by the gene expression analyses, the intracellular levels of ROS 








of  the C.  jejuni  11168  ΔcmeR  cultures  under  treatment with  pinocembrin  and  2,2‐dipyridyl.  2,2‐
Dipyridyl  is  an  iron  chelator  that  can  reduce harmful hydroxyl  radicals generated  in  the Fenton 
reaction [22]. We found a significant influence of 2,2‐dipyridyl on the pinocembrin action, especially 










































need  to  be  further  investigated  to  fully  understand  the  mechanism  of  the  mode  of  action  of 
pinocembrin. Pinocembrin can potentially be used for medical applications or to serve as a chemical 














pinocembrin  as  a  bacteriostatic  antimicrobial  that  sufficiently  prevents  growth  at  the MIC  and 
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significantly  decreases  viability  at  a  supra‐inhibitory  concentration.  Conversely,  sub‐inhibitory 
concentrations enhanced bacterial fitness. 
Antibiotics  targeting  intracellular  processes must  penetrate  the  bacterial  cell  envelope. This 
applies in particular to the outer membrane of gram‐negative bacteria, as this provides a formidable 
barrier [23]. We have shown here that pinocembrin affects the membrane integrity at inhibitory and 
sub‐inhibitory  concentrations,  and  that  the  effects  observed  are  concentration  dependent.  As 
pinocembrin  can  increase membrane  permeability  and  also  act  as  an  antimicrobial,  it might  be 
suitable  for  use  in  combination with  other  antimicrobials with  low membrane  permeability,  to 
achieve  synergistic effects. Sub‐inhibitory concentrations of pinocembrin only  slightly modulated 








on  gene  expression  in C.  jejuni NCTC  11168  ΔcmeR  using microarrays  and  qRT‐PCR. The most 
significantly  up‐regulated  genes  (>7‐fold)  were  putative  oxidoreductase  subunits  of  unknown 
function (Cj0414, Cj0415). These two co‐transcribed genes encode the two components of gluconate‐
oxidizing  oxidoreductase,  which  is  predicted  to  be  localized  in  the  periplasm,  to  peripherally 
associate with the cytoplasmic membrane, and to transfer electrons to periplasmic cytochrome c [26]. 









two  periplasmic  cytochrome  C  proteins  nrfA  (Cj1357c)  and  nrfH  (Cj1358c),  and  the  putative 
ferredoxin napG  (Cj0781; known  as periplasmic  located Nap‐type nitrate  reductase) were down‐
regulated in this study, which will disable nitrate as an electron acceptor in C. jejuni and further the 
reduction of nitrate to nitrite [30,31]. 









heat and oxygen  tolerance  [38], was up‐regulated, which  indicated  that  it might be  important  for 
protection against pinocembrin treatment. As is known, these genes are also important to counteract 
oxidative and other stresses for optimal interactions with human epithelial cells, and during the host 




and  the  decrease  in  hydroxyl  radical  formation  by  an  iron  chelator,  which  might  explain  the 





it  can  cause  oxidative  damage  in  the  presence  of  transition  metal  ions  [44].  The  underlying 
mechanism  is  thus  relatively  complex  and no  significantly decreased  intracellular oxidation was 
























intracellular  persistence  inside  the  Campylobacter‐containing  vacuole.  Further,  several  protein‐
degrading and peptide‐degrading proteins and transporters involved in the uptake of amino acids, 
phosphate,  and metals  showed  lower  levels  20  h  post‐infection  [45].  In  contrast,  a  transporter 
involved in the uptake of iron cfbpA (Cj0175c) was up‐regulated under pinocembrin. 
The C.  jejuni bipolar  flagellum  is particularly  important  for  its motility.  Interestingly, under 
pinocembrin  treatment,  the up‐regulated proteins are  involved  in all  three conserved parts of  the 
bipolar  flagellum; namely,  the basal body, hook, and  filament. In  the present study,  flagellin  flaA 
(Cj1139c) was up‐regulated, which is one of two flagellins (FlaA, FlaB) of the flagellar filament [28,46]. 
The flagellar channel serves as a non‐conventional type III secretion system that is necessary for the 











In Campylobacter,  flagellar biosynthesis  is co‐regulated with virulence  [46], making motility a 
major virulence  factor  in  its  infection  and pathogenesis  [49,50]. We  confirmed  the data  from  the 
transcriptomic analysis at a phenotypic level, with significantly increased Campylobacter motility after 









We  noted  that  under  pinocembrin  treatment, C.  jejuni ΔcmeR  showed  up‐regulation  of  the 
expression of heat‐shock, acid‐shock, and oxygen stress response genes. It is known that the flagellum 
(basal body, hook, and  filament portions) and also  the heat‐shock response  in C.  jejuni  influences 
colonization of a chicken host [40,52,53]. In the present study, we investigated the systemic infection 





a drop  in numbers by  the  eighth day post‐infection, which makes  the  advantage  at day  three  a 
temporary phenomenon. This suggests increased sensitivity of pinocembrin‐treated Campylobacter to 




antimicrobial activity  towards Campylobacter  through  reduction of membrane  integrity. However, 
this activity is lost at a sub‐inhibitory concentration of pinocembrin, which also, in contrast, promotes 
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